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1906年 Wassermannが創案した補体結合反応は所謂ワッセルマン反応として Kolmer， 
Browning，独乙固定法等幾多の改良法を生み，以来約40年間最も信頼に富む梅毒の補助診断
として用いられたものであるO
一方抗原本質の絶えざる探究は遂にカルヂオライゼン抗原の発見としてその優れた感度は，
旧リポイド抗原を逢に凌ぐものがあり，各術式はこぞって新抗原を取入れ，此処に益々その鋭
敏性を競うに至った。
然し乍ら，之等のリポイド抗原ワッセルマン反応は鋭敏性に於て明らかに劣るものとは云
え，その特異性に関し，或は血清治癒の指南役として，或は叉血清治癒評価の変らざる一基準
として，梅毒治療に専念する臨床家にとっては最も信頼するに足る旧友と云う可ぎであろう。
晩期梅毒患者が今日の梅毒治療の主要対象であり，叉その治療評価が凡て血清反応に基いて
決定されることは論を侯たないが，今若しその治療を今日の凝集，沈降反応のみを以て評価せ
んとするならば，経過観察の大なる努力に拘らず其の成績は甚だ否定的なもので，恐らくは何
等有効なる治験を決定し得ないことは想像に難くない。精選された多数の晩期梅毒患者の遠隔
成績を基にした松尾仰の研究はカルヂオライピン抗原凝集，沈降反応を数年の経過に消失せし
めることは有効な療法に拘らず至難であると報じているが，一方斯る患者の治療後のワッセル
マン抗体価の推移に最も忠実なるものは尚お旧リポイド抗原に依ったワッセルマン反ー応である
ことを特に注目しているO 即ち治療評価の妥当性より見れば，緒方ワッセルマン定量法を初め
。 口
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各種の定量反応を以てワッセルマン抗体の充分なる追及が望まれると共に，旧来のワッセルマ
ン反応にも亦新たな意義を賦与したものと云えるであろう。
従来リポイド抗原を以てしてはワッセルマン定量試験は不適当なものとされ専ら定性的判定
がなされるが，一面に於て定性反応の成績はカルヂオライピン緒方ワッセルマン定量法(松尾
。))，緒方凝集定量法(占部(19))の定量抗体価と対応するものとされるO この事実はワッセルマ
ン反応の陽性度の強さとワッセルマン抗体量，惹いては客観的規準に基いて測定されたワッセ
ルマン誌験液内に於ける溶血現象とワッセルマン抗体の連関と云うことに当然帰結され得る問，
題であろう。(
此処に余がワッセルマン反応判定に対する分光学的研究を企図したのも叉上述の意味に於て
である。
近時，血清学領域に於ける光電比色法の応用には著しきものがあり，補体量と赤血球の溶血
の関係に就ては Waksman(20)，Wadsworth(21)，M:uschelpO)，usler(ll)，吉田，小Jf[，遠藤，
植田(18L 中村(同等により溶血度の測定が光電比色計によって行われ，惹いては補体結合反応
に与る各因子も詳細に検索されんとしているO 即ちこのことは溶血液はよく分光学的方則に順
応し正確なる溶血濃度の検定が可能なることを示すと共に，光電比色計の技術の改善が大なる
貢献をなしたものと考えられるO 
Desmouli討e，Vernes(2)，等はワッセルマン詰験液中の溶血を分光学的に測定せんとした第
一人者であり，共にワッセルマン上清液に就て之を規定濃度溶血液と比色検定し，溶血度の客
観的記載を試みている。然し乍ら此等の方法は共に被検液の遠心洗澱，上清液の肉眼的比色，
毎回の規準溶液の作製等の煩雑な操作に禍されて真の臨床的成果とは認められなかったもので
あるO 昭和 27年竹内教授，石田(17)によって読みられた方法はワッセルマン反応試験全溶液を
そのま L比色検定せんとするものであり従来記載される如何なる溶血度判定法と異るが，溶血
液並びに血球浮遊液の二つの因子からなるワッセルマン試験液の吸光度が，尚お従来の肉眼的
判定成績と極めて良き対応を示したことを立証している0この事実は多数の検査材料を擁する
血清検査室に於て最も簡便な方法として奨用されると共に，光電比色計の使用は従来経験技術
者の肉眼にのみたよったワッセルマン判定に容易に客観性を与えるものとして，その意義は極
めて大なりと考えられるO
余はワッセルマン反応試験全溶液比色判定法の妥当性に興味を持ち，此処に多数の被検材料
に基き分光学的検索を試み，補体結合反応の判定法に脚か理論的な考察を加え得た。 
1) 本実験の資料並がに実験方法 粥より用時数度洗糠遠心沈殿して作製せる 3%感作
本実験に用いた検査資料は総て最近千葉大学皮泌 緬羊赤血球浮遊液を特に吟味した。慣例上吾々は之
科血清検査室で行ったプラウニシグ・ワツセノレマユノ を100cc大試験管にて調製するが，先ず密検振醤せ
~~法の成績を基にせるものである。その術式の概 る該液を Thoma-Zeiss計算板にて赤血球算定を
要は第1表に示した如く，溶血系に緬羊血球を使用 行い，次にその濃度補Eを行った。その濃度補正法
し，更に試験術式に特に留意せる点は溶血系に加え は理論的赤血球浮遊数P，被検液の赤血球数 fとす
ら枇感作緬羊赤血球浮遊液が常に一定の規定濃度 れば次式主主 xC全溶液量〉を以て追加さる可き
を保つ点にあった。即ち冷蔵せる脱線維緬羊赤血球 稀釈液量が算定され得る。即ち余の規定濃度と定め
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たのは 叉全溶液量 であり ，緬100 3%750OOOjcc cc， 
羊血球浮遊液は実測上 の赤血984000 765000j~ cc， ， 
球を含むからその稀釈量は通常約 23~2cc である。
尚お稀釈液は 溶血素加生理的食塩水を用い0.08%
た。補正規定溶液作製後は更に之を中試験に分注
し，平等濃度の血球配分に励めた。尚お斯様な手技
によって分注されたワツセルマン本試験内の赤血球
は理論的に であるが，約 回の抽出試50300000jcc， 
験より得られた実測赤血球数は 3 o) (m 384500:!: ， 
本実験に使用されたワッセノレマン反応件数は2591， 
件であり，これを肉眼的判定別並びに検査実施の季
節別に大別すれば次の如くである(第 表〉。2
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"'-'233，200jccである。
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赤血球の算定を行った。即ち該溶液を赤血球用メラ
ンヂュ{ノレの 0.5目盛まで吸い，直ちに 0.85%生理
的食塩水を 101目盛まで吸い，慣用赤血球算定法に
準じ算定せるものである。
比色法: 肉眼判定及び血球算定を経たワァセノレ
マシ溶液を可及的速かに比色検定を行った。比色法
はその操作の簡便性と確実性を重んじ従来の Du-
boscq，klett，pulfrichの肉眼的比色法を避け，目
立製 Epo・A型光電比色計(単一式〉を用いた。叉
使用硝子フィルターは次の 4種類である。
最適波長 波長巾
赤フィノレタ~ 660mμ 内外 640;__700 
樫フィルター 610mμ 内外 580~650 
緑フィルタ~ 530mμ 内外 500~570 
.青フイノレター  420mμ 内外 400~465 
その操作の概略を述べれば，先ず附胃液槽の一方
に Blank(盲検〉溶液として蒸溜水を入れ，フィル
ター枠にフィルターを持ス後電流計の指針が 100分
目盛の 100%の位置に来る様に光源光量又は光電流
調整器を調節する。次し、で電流計指針の動きが安定
するのを待って被検溶液の入った液槽 (Cuvette)
を光路に持って来てその時の電流計の指針の読み，
即ち透過率を読みとる。尚お本実験に使用せる液槽 
は総て厚さ 3.5mmのものであり，被検液注入後約
1分間静置したる後に比色検定せるもので，その透
過率は 2~3 回提作を反復した読みの平均を以って
示した。
以上一つの被検ワッセノレマシ試験溶液に関して
は，その肉眼判定，浮遊赤血球数，各ブイノLターに
依る光電比色計の読み(透過率及び吸光度〉が記載
され，叉或る場合には更にワッセノレマシ反応の沈澱
上清液について，その透過率，吸光度が記載された。 
11) 実験成績 
i) 	 ワッセルマシ反応判定溶液中
に於ける赤血球濃度
先に余は木実験に用いた所謂 3%緬羊赤血球潜遊
液が規定濃度 750，000jccになる如く補E調整され
尚お冬季，夏季例の成績には，主に資料の分布上 たものであり，叉実際にワッセノLマシ試験管内に加
の差に依って生じたと思われる二，三の相違点が細 えられた実測赤血球数は 384，500~233，200(m:t3ò)
部に認められるが， ワッセルマン判定液の吸光度， の範囲内にあったと記したが本章で、は専らすツセル
特に血球浮遊或は溶血液の吸光度に関しては本質的 マン判定溶液内の赤血球濃度を問題としτ見ょう。
相還を認め得なかった。従って本論文に於ては季節 第 3，4表はワッセルマン反応の肉眼的判定と活字
的安動なる一項を設けず，両者を一括して論じた。 遊赤血球濃度の分布を冬季，夏季実験例に大町表示
血球算定: 被検ワッセルマン判定溶液を充分に したものであるが，先ずワツセパマン判定溶液中に
振還したる後 Thoma・Zeiss計算板を使用して浮遊 含まれる赤血球離遊数，換言すれば溶血を免がれた
•• 
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第 3表 ワッセルマシ判定と浮遊赤血球濃度〈冬季〉 の高まりと共に吸光度は漸次増大し，強陽性反応に
浮遊赤血球濃度/cc 於て最も大となる関係がある。今此処に各フィルタ1]ッセノLマジ
被検数
判定
生'1陰 
疑陽性 
弱陽性 
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計 1 1 
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36，300 
溶の(血平%均〉度
98.29 
95.37 
90.54 
95.40 
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ーの吸光度の極大，極小の値並びにその差，換言す
ればワッセルマン反応の吸光度の可動域を陰性反応
の平均吸光度，強陽性反応の平均吸光度並びに両者
の差を以って示せば第 5表の如くである。尚お此等
の関係を光電比色計の実際の読みで‘ある透過度を以
って示せば其の関係全く逆であって，透過度は反応
増強と共に減衰するο
第 5表陰性並びに強陽性反応の平均吸光
度，吸光度，透過度の可動域
第 4表 ワッセルマン判定と浮遊赤血球数(夏季〕
ワッセノLマゾ浮遊赤血球濃度/ccl溶血度
|被検例の平均
判 定 I平均値 i標準偏差I(%) 
陰性 I326 4，510 3.470 I 98.5 
疑陽性 I231 13，930 5.710 i 95.46 
弱陽性 I262 35，360 I 12，140 I88.21 円 。  
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樫色 H 
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0.004 
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1.277 
1.256 
0.699 
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0.742 
0.718 
69.42 
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24.63 
27.00 υ A
計 11，5721 
球分布を明示するために，赤色フィルタ{に例をと
ってその分布曲線を描き併せて両者の関係を示せば
残留赤血数は問実験群共，その肉眼的判定からすれ 第 1図の如くである。即ち吾人が日常ワッセ}1-マユ/
ば冬季，夏季大体相似たものと結論される。 反応に与える肉眼判定は溶血度の一基準と本論文上
叉ワッセノレマン試験管内に注加された緬羊赤血 見倣した血球浮遊の分布からすれば極めて広い領域
球数は概略一定と見倣されるから，その規定濃度 に属し，特に強陽性反応は甚だ広い領域を占有す 
300，000/ccを以って各平均活字遊赤血球数を除せばそ る。一方光電比色計を用いた吸光度の分布も叉同様
の数値は推定平均溶血度と考えられるものであり， であって可動域の約半分を強陽性反応が占め，陽性
その数値を%を以って，“平均溶血度"として表中 反応以下は極めて狭い範囲内に錯綜して存在するこ
併記した。然してこの推定溶血度
の季節的の異りは既述の如く両者 第 1図 吸光度，血球浮遊の分布，並びに両者の相関関係
の資料上.に於ける分布の具りを示
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判定液の吸光度 
ワッセノレマン反応判定溶液の吸 0.1 r・.rO.lJ土_.-・光度とその肉眼判定の関係につい
て見ると， ワッセルマン反応溶液 3100%プ 5 10 15 20 25 30 3S 
の吸光度は使用フィノレターの波長 2 血球浮遊 万fcc 
50%";1 A 
…-
弓 
によって著しく異るが，総ての場
合に，完全溶血を起した陰性反応 uzιA3 帽圃畠 髄副血 
溶液に於て吸光度は低く，陽性度 10 15 20 3s 
学医実-892- 千 
とが知られる。叉第 1図上のグラブはヲッセルマン
判定各群に就て各血球浮遊数に対応した吸光度の平
均を連結せるグラフで，統計図形的には各血球浮遊
数に対する吸光度の回帰曲線と呼ばれる可きもので
ある。即ち次の事実が結論出来る。 
1) 肉眼的判定別に見て同ーの判定群に於ては比
較的一定な吸光係数を有する。 
2) 同ーの判定群内では血球数が或る値を超すと
吸光度は之に伴わず，吸光係数は不定となり却って
負となる傾向がある。 
3) 肉眼的判定群の分布は血球数よりすれば入り
組み，吸光度よりすれば分離する傾向が大きし、。こ
のことはワッセノレマン反応の肉眼的判定が血球数算
定より吸光度に関し妥当性は大なりと考えられる。 
4) 今若しワッセノレマ Y反応の肉眼的判定を度外
視して， ワッセノレマ y判定液中の血球浮遊数とその
吸光度のみに注目すれば，両者に一つの連続した相
関性を想定出来る。
余はワッセルマシ反応判定溶液中に含まれる血球
浮遊数のその吸光度に対する回帰曲線(直線〉をワ
ツセルマン同志の吸光度曲線(直線〉と名付けた。
即ち此のワッゼノレマシ反応、の吸光度曲線はワッセル
マシ反応判定全溶液比色法の成立の前提をなし，叉
判定の一基準をなすものである。 
III) 所謂ワッセルマシ吸光曲線，
特にその成因に就て
今主主にワッセルマン反応をその判定と云う事項の
みに就て見るならば，その本態は特定の血清稀釈溶
媒中に於ける緬芋赤血球の浮遊並びにその溶血と云
う割切った現象と見倣すことが出来る。叉このこと
はワッセルマン同志の判定が実はワッセノレマン試験
に溶血末、として加えられた緬羊赤血球の溶血度，或
は破壊度の判定であるとも換言され得る。さて斯様
なワッセノレマン反応の試験溶液を光電比色計の吸光
度によって直接捕え，その判定に資せんとするのが
本研究の第一の目的であるが，余は差当って特にそ
の分光学的意義，或は既述の如きワッセノLマン吸光
曲線の成因に就て明か考案を加えた。
即ち上記の如きワッセノLマン反応の判定が緬羊赤
血球の溶血度の判定であると云う考え方に従って，
今，t容血系として加えられた緬羊赤血球数をC，溶
血赤血球をh，残留赤血球数を tとすればワッセル
マン試験管内で起る溶血現象は端的に C=h十 tな
る関係が何れの場合にも成立し得る。叉各溶血度 
h1，h2，h3.' ....hiに対応した残留赤血球数を夫々
会 来{E 誌 第 33巻
t1，t2，t3... .tiとすれば更に C1= h1十 t1 
C2= h2+ t2 
C3= h3十 t3 
Ci =hi十 ti
であって，既述の様に木実験の仮定として C 1= C2 
=C3• ・・・ = Ciなる関係が成立する。さて此の様な
ワッセルマン試験管内現象が吸光度としては如何様
に再現されるかを考えれば，明らかにそれはh系列
に対応した吸光度 (H-Factor)及び残留浮遊赤血
球 tに対応した吸光度 (T.Factor)の協合によっ
て与えられたものであることが分る。
即ち h1，h2，h3・・… .hiに対応した吸光度を Hl， 
H2' H3・・・・・・Hiとし叉 t1，t2，t3... .tiに対応した吸
光度を T r，T2，T3，......Tiとすれば， 
El十 Hl+T1 

E2宇 H2+T2
 
E3宇 H3十 T3
 
Ei宇 Hi十 Ti
なる関係が存在している，但し完全に E=H+T
なる関係が成立し得るか否かは甚だ疑問である。即
ちヲッセルマシ溶液の吸光曲線は溶血(H.Factor) 
及び血球浮遊 (T.Factor)の二つの分光学的性状
の異る物質の吸光度の重畳によって得られると考え
らることが出来る。
以下に於て余は各因子に就て更にワッセルマシ吸
光曲線の成因に就て述べて見ょう。 
i) 溶血液の吸光曲線
溶血液に就ては既に Kortuemω，Parker(13)， 
Blum(1)，Rappaport(14)等の分光化学的研究を見る
ことが出来る。即ち彼等は溶血液の吸光度，換言す
ればへそグロピyの吸光度は濃度と比例し， Beer 
法則に良く適合するものとして，更に此の点に立脚
して分光化学的赤血球算定法を創案している。それ
は被検血液を各種の Hb誘導体として spectro-
photometrieにより測定し赤血球数を推定せんと
するものである。
叉最近杉本 15)は血尿の血液濃度の計測に，血球威
方をへム濃度に換算し， monogram より被検血尿
の血球濃度を推定してし、る。
令は基準ワッセノレマシ溶血吸光曲線を得るため
に，先ず完全溶血を起した陰性ワツセルマン溶液 
(300，000/cc緬羊赤血球の完全溶血液を意味す〉を
基準溶液として，更に之の基準溶液の 0--100%蒸 
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溜7k稀釈系列を作製し，分光化学的検索を試みた。
即ちその実測平均値は第2図上に plottして示し
たが，各フィノレター共溶血濃度とその吸光度は良く 
Beer法則に従うものと考えられた。
第 2図 血球浮遊並びに溶血曲線
及びその重積曲線
ワッセルマン判定同17j司溶血血球浮遊
赤 
'r一般由--.
尚お実測せられずこ最大吸光度は赤色フィルタ{ 
0.04，樫色フィルタ~ 0.135，緑色フイノL タ~ 0.425， 
青色フイノL タ~ 0.395で蔽色フィパター(波長 530 
mμ〉の部に最大吸収帯が認められた。文献上へそ
グロピユ/の吸収帯は黒田， 三代(7)540mμ，甲斐(6) 
420mμ，杉本(15)は 541mμ 及び 576mμ の 2箇所
に吸収極大点を認めてし、る。即ち余の成績と一致す
るものであり，長波長フィルターに於てはその溶血
因子の影響は極めて小なることが考えられる。
ii) 赤血球浮遊液の吸光曲線
元来比色法，比濁法により検定され得る物質，換
言すれば吸収スペグトノlに依る分光化学的研究の対
象となるものは検定液がイオン又は分子状に分散し
た真性溶液か金属ゾルや蛋白質の如くコロイド溶液
に就て行われるもので，ましてその際僅徴の混濁の 
存在も許されていない。.斯様な比色法の見解からす
るならば明らかに肉眼的混濁を示し，且つ粗大な粒
子からなる赤血球浮遊溶液を分光化学的研究の対象
とすることは誠に異例とすべきである。共処には溶
液本来の吸光性を阻害する散光の影響が当然考えら
れ，叉その溶液自体の性状から見てもその均斉性，
赤血球粒子聞の癒合，流動性，或は時間的経過によ
る沈澱，溶媒の性状，赤血球粒子の形態的安化等真
正溶液とは比較にならない多数の不安定な因子を含
むものである。
然し上記の難点に拘らず，或る特定の溶媒中に於
ける赤血球浮遊液の吸光曲線が分光学的興味の対象
とされ黒田，三代，甲斐(7)(8乙吉田(8)等により広範
な規模の下に詳細な検索が加えられている。
余はワッセノ1ノマ γ反応試験液の吸光度測定の意義
を更に明らかにするために， lt処に予備実験として
緬羊赤血球浮遊液の分光学的検索を試みた。その実
験方法は基準赤血球浮遊液としてワッセルマン本試
験に用いた基準血球浮遊液 (750，000/ccを含む〉の 
r~~ '線; 
、e・ 1.2%食塩水溶液を用い，更に生理的食塩水を稀釈
1.4-ト，・'
-ー .， 
1.01- ..・' 
L .. 
1.4-r 
1.0 1".~ 
.J伊Fヌ i 
I 
溶媒として 90 ~ 10%の稀釈系列を作り夫々の吸光
0.61- .. 
0.2r;ι'.~・ M ・ 
" ‘・・・-rー"=":-1 
0.6 tノ，.. 
0.2ト 
I 
l 
度を測定した。
その実測平均値は独立なる 20囲の実験により測
71 1 育 定されたもので，各フィルターの実測値を第6表，
1. 第 2図に示した。即ち第2図上血球浮遊曲線は 
I .， 
1.0ト，・'. . 
可 AOS2AEinvn
り 
Beer法則に従わなし、上方，凸型の曲線をなすもの
0.6ト〆' 
判
宅 
同'町田一ー ，.ー -唱曲目由T-
4十，〆'
・
可
AV10 20 30 E - A  m d30 して之を僅に上方凸型の曲線と記載しているが，木
と考えられる。尚お黒田，三代は赤血球浮遊曲線と0.2;yfh・.'.・H
∞ 明M1伺% 50% 0% 
i俗 !fl 攻
、 リ戸 kd 
0% 曲線の成因に就ては勿論 Beerの法則に当撮らず，
叉 LordRayleighの原理も亦粒子直径が 100μμ
程度以下のコロイド粒子の場合で問題外とさる可き
である。
尚ぉ赤血球浮遊液の吸収帯はへそグロシピンに於
ける如く顕著なものではない，黒田，三代(7)によれ
ば 560mμ，甲斐の記載によればへそグロピシ吸収
帯と同様に 420mμ とされる。このことは換言すれ
ば赤血球浮遊液に於てはその粒子の浮遊による混濁
が透過光を遮断するのみならず，叉その血球の色調
が一つの吸光度に影響する因子となり得ることを示
している。
さて斯様にして描かれたこつの分光化学的性状を
異にする曲線の重積曲線を仮りにワッセルマン吸光
曲線の理論的曲線と名付ければ，この曲線は日及び 
T-Factorに関し E=H+Tなる関係を充分に充
し得るものである。余は第2図上に之のワッセノレマ
-894- 千葉医学会雑誌 第 33巻
シ理論的吸光曲線と実際のワッセルマン反応によっ
て求められた実測価との関係を明らかにした。即ち
その曲線の両端に於て理論的吸光曲線の隔りは大で
ある。この事実はワッセルマン吸光曲線が既述の如
く溶血並びに血球浮遊の吸光度の総和を以って簡単
に現わすことの出来なし、ことを意味する。然し乍ら
ワッセルマン吸光曲線がH及び Tの Fac10rによ
って成立つこと並びにその主要部分が T-Factor，
即ち血球浮遊因子に依って決定されることは極めて
明瞭であろう。
第 6表緬羊赤血球浮遊液の吸光度
禁罪!実測赤血球数|赤 |澄| 緑 |青 
1 

0.9 

0.8 

0.7 

0.6 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

(但し 20回の独立なる実検により得られた実測
値の平均を以って示した。〉 
IV) ワッセルマシ反応の吸光曲線，
特にその実験式にづいて
上七色法，比濁法の原理は二つの分光学的原理，即
ち Lambert-Beerの法則に基いて行われるもので
ある。即ち Lambertの法則とは溶液の吸光度(ー
log LjLo厚さ hなる液層に入る前の光量 Lo，之の
層を通過して出て来る光量L)は被検液の液層の厚
さに正比例することを示し，叉 Beerの法則とは液
層の厚さを一定にすれば吸光度はその物質の濃度C
に比例することを示す。従って Beer法則に依れば
或る物質の吸光度とその濃度Cの函数は直線式で現 
第 3図 Beerの法則
-log L/Lo 
吸
光
度
減反 C
263，500 1 .699 

土ト219，500 I.638 

179，500 1 .577 

164，500 1 .523 

141，500 
 .432 

115，500 
 .357 

97，500 
 .292 

70，500 
 .208 

30，500 
 .092 
1.293 

.854 11.222 
 1.177 

.783 
 1.125 
1.037 
.699 
 1.010 .975 

.638 
 .903 
 .812 

.538 
 .745 
 .654 

.444 
 .638 
 .597 

.337 
 .487 
 .471 

.252 
 .352 
 .324 

.114 
 .174 
 .168 

わされる。
扱て，余はワッセルマシ吸光曲線の成因に就て，
それがより分光化学的法則に忠実なる溶血液因子と
分光化学的原則から外れた血球浮遊因子の重に依つ
て形成されたものとした。即ち斯様な複雑な曲線の
曲線式如何を問うことに曲線式自体の意義を見出せ
るや否やは甚だ疑問であるが，敢て此処に実測観案
値に基いてワッセノlマン吸光曲線式を算出した。
先ず第一に余はワッセルマン吸光曲線が Beerの
法則に当蹴ると仮定してその直線式を最小二乗法に
基いて次の如く決定した。
赤色フィルター 
燈色フィルタ~ 
緑色フィルター 
青色フィルタ~ 
くyはxに対応した吸光皮(-log LjLo) 
を示し， xは残留赤血球数 15万を Oとし， 
l万毎に与えた単位である。〉
叉同様にワッセルマン吸光曲線が拠物線型を示し
たものとして曲線式を求むれば，
赤色フィノレタ~ y=0.538+0.026x-0.00062x2 

燈色 /1 y=0.637十0.027x -0.00006 x2 

緑色 /1 y=1.109+0.0298 x-0.00057 x2 

青色 グ y=1.029+0.032 3x -0.00006x2 

である。之等の実験式は夫々実測平均値と共に第4
 
~7 図上に図示したが，赤，緑フィノレターのワッセ
ルマン吸光曲線は拠物線に，叉青，樫ブイノL タ~ . 
ワッセノレマン吸光曲線は寧ろ直線式によって現わさ
れると考えられる。然してその曲線式の真の取捨選
択は尚お Fisherの分散分折によって行われる可き 
であろう。即ち所与の二次式 a +bx -cz2のx.x2
の係数 b.cに対する真実なる値を F・7とすれば，
第 7表分散分析表
フィノレタ~ l要 因(分散比
赤色フィノレター
一次回帰 876 
二次グ 31.5 
樫色フィノレタ{
一次回帰 660.8 
二次グ 0.2 
緑色フィノレター
一次回帰 184.4 
二次グ 0.04 
11243 
青色フィノレタ{
二次グ 263.9 

く煩雑を避けて分散比以外の項を省略した〉

y=O必 9十 0.026x 

y = 0.633 + 0.027 x 

y = 1.034 + 0.032 x 

y = 1.029 + 0.030 x 
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血球浮遊
第	 6図緑色フィルタ{に依る
ワッセルマ y反応吸光曲線 
30 

1.5 

1.4 

1.3 
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1.1 

1.0 

吸 0.9
 
0.8 

光 0.7

皮 0.6
 
0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

s = 0，r= 0なる帰無仮説に基いて次の如く分散分
折が行われる。 一
即ち表中二次回帰係数の分散比は赤及び禄色フィ 
ルタ{の場合は燈，青フィルターの分散比に比べて
極めて大である。 Fisherに依れば分散比 10以下
の場合s= 0，r = 0の仮説は否定出来なし、から，
燈，青色フィルターの二次回帰分散比から先ず此等
のワッセルマシ吸光曲線は直線と見倣すのが妥当で
あろう。然し樫，青色プイパタ{のワッセルマン吸
5万 10 15 fI 20 25 (1 30グ
グ グ 
血球 j事迫 
る。
余は本章に於てワッセルマン吸光曲線が拠勧線，
或は直線式として実験式を求めたが，実測測定値と
の間に尚お幾分の無理が認められる。此の点に関し
ては更に定量抗体とワッセノレマン反応の吸光度の関
係に於て検討し直すことにしよう。 
V) ワヅセルマシ反応吸光曲線と
ワッセルマシ定量試験の意義
近時本邦に於てもカノレヂオライピン抗原を用いた
緒方ワッセルマン定量法を有Jめ各謹の定量反応が広
く行われている。即ち，その原理は抗体減量或は抗
体稀釈法に基いて最大溶血阻止の程度を決定せんと
するものである。
余は日ワッセ、ノレマシ反応に於て抗体減量がりツセ
ノLマン反応試験管内の溶血現象に如何なる影響を及
ぼし，叉吸光度に如何なる対応を示すかを改めて此 
処に検索の対象とした。
本実験の定量反応術式は第8表の如く患者血、清
0.2ccを基準血清量として， 漸次血清減量し基準血
清の 10 ~90% 食塩水稀釈血清につし、てワツセノレマ
ン反応を行えるものである。尚お本実験に用いた患
者血清は総て強|場l生血液にして且つワッセルマシ判
定液の透過度が 25~15 の限界内にある 15 例の血清
を用いた。
之等の血清稀釈釆列に対応した試験管番号を 1~
 
第 4図赤色フィルタ{に依る
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第 5図燈色フィノレターに依る
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第 7図青色フィルタ{に依る
ワッセノレマシ反応吸光曲線 
1.6 

1.5 	 ι 
'乙 
)()(〆"'"	1A 4
 X 
1.3 

1.2 

1.1 

1.0 
-10.9 

1汲 i 
0.8寸

光 0.7 ~. 
I "Q'" 
.:f_ダ
 
皮 0.6 ~~_.::Ý 
0.5 

0.4 

1.1
0.3 I ・・~_u............目い目白色 S 白色 11\ • ・J
 
5 10 15 20 25 30 

血球浮遊
光曲線が直線式をなし一応 B閃 r法則に当蹴るもの
としても共の裏付けとなる玉里論的解容は既述の如く
甚だ難解である。黒田，三代，甲斐(8)等の氷結法或
は超音波照射による赤血球破壊実験は，特定濃度の
赤血球浮遊液の特定波長 (420mめ下に於ける吸光
度は破壊度に応じほど直線型に図示記載L，叉或る
波長に於ては陥スを示す曲線を以って図示してい
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第 9表 定量反応と吸光度及び赤血球浮遊数の関係
試験管 吸光度 (赤血球
抗体量 
ブイすター|ブイ?ター[浮遊数
0.2 0.635 1.11 214，800 
2 0.18 0.599 1.01 192，600 
3 0.16 0.562 0.971 177，700 
4 0.14 0.538 0.950 167，800 
5 0.12 0.506 0.910 146，200 
6 0.1 0.402 0.801 104，400 
7 0.08 0.276 0.666 85，000 
8 0.06 0.187 0.559 63，200 
9 0.04 0.081 0.454 28，500 
10 0.02 0.046 0.337 12，300 
10とすれば各試験管の吸光度並びに浮遊赤血球数
の平均は第9表に与えられる。
叉その実測値を図表上に摘記すれば第8図の如く
抗体減量に応じワッセルマン試験管内の溶血度はS
型曲線として示される。
第 8図 抗体減量法下に於ける溶血度の推移(A)
並びに吸光度に対する関係 (8)
くA)
。% 
/ 
溶 / 

血 50%
度 / 

/ 
/ 
/ 
lOO% 三ム4 2 17 654 3 
(0.12) く0.2) 
試験管番号 
し， Waksman叩〉，吉田(8)等の云う如き正規分布曲
線の積分型曲線に酷似する。 
一方此の関係をワッセルマシ溶液の吸光度を以っ
て示せば第8図 (8)の知く 1: 1.75稀釈に於いて折
れ曲ったこつの吸光曲線を想定することが出来る。
換言すれば之の事実は抗体減量下に於いてその溶血
度に最も大なる影響を与える 1:2乃至 1: 1.75稀釈
倍領域に於いてワッセルマン反応の吸光度はその方
向を安換することを意味し，叉ワッセルマン曲線が
実はその部分に於いてその吸光係数を異にした二つ
の吸光直線によって形造られたものであることをも
想像させる。今その見解に従って赤色フィルタ{ワ
ツセルマン吸光直線を改めて図示すれば第9図の如
くである。尚おその直線は X(血球浮遊 1万毎の単
位〉が 1~15 の聞に於いては Y =0.0342+0.0331 X， 
叉Xが 15以上の場合は Y= 0.296十 0.0156Xを以
って示される。即ち前者の吸光係数は後者の約倍な
ることが知られる。換言すれば赤色ブイノレターを用
いた場合ワツセルマン溶液の吸光度は血球浮遊 1~ 
15万 1ccに於いてその解折力が優れていることを
意味する。 
第 9図 赤色ブイJl-ターのワツセルマン吸光直線 
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VI) ワッセルマシ反応溶液の 長フィルターに於いて最も大なる影響を与えるもの
吸光度測定とその意義 である。即ち黒田，三代，甲斐等の実証の如く赤血
余は先にワッセノレマ y反応の分光学的意義に就い 球浮遊液の吸光度は 560 420mμ に於いて最も大""，"， 
て述べたが，此処にその様な溶光度が肉眼的判定に なりとする記載に一致する事実である。
どのような対応を示し叉容観性賦与に対し如何なる さて最後に之等の二つの因子の平衝関係に規定さ
意義を示すかを検討しよう。 れるワッセルマン反応の透過曲線に見ると透過度の
既述の如くワッセノレマン反応殴光曲線は溶血，血 可動;域(第5表上平均過度域として示した〉は赤色
球浮遊の二つの分光学的性状を異にする因子の平衝 フィルターに於いて最も可動域は広い，叉逆に緑，
関係に於いて成立することを述べ，更にこの両者が 青フィルタ{に於L、て最も狭いことが分る。即ち
共に最大吸収帯を緑色フィノレター領域に有すること photometrieの原則より赤色フィルターに依るワ
を記した。即ちこの事実は分光化学的にワッセルマ ッセルマン反応の判定解折力が優れたものであるこ
ン吸光皮の解折が緑色フィルターに於いて最も有利 とが此等透過度曲線より推定出来る。
であり，長波長の赤燈フィノレターに於いて最も不利 叉斯様な赤色フィルタペワッセルマン透光度曲
なることを意味する。然し乍ら本実験の結論からし 線の優位性は或は叉次の様にも決定出来る。即ちワ
てその関係は全く反対であって長波長フィルター即 ッセルマユ/反応の肉眼的判定によって組分けられた
ち赤色ブイルタ戸を用いた場合が最も優れた成績を 陰性，疑陽性，弱陽l也中等度陽性，強陽性の各群
示した。 に含まれる資料に就て，透光度の平均並びに標準偏 
100 Oこの関係を示すために光電比色計の実際上の読み 差より安具係数 cv=寸十〉を算出すれば Vの価 
X 
である透過度により再びワッセルマユ/試験管内で生 は一つの愛量群の撒布度を示すと共に安量群の質の
起している溶血と血球浮遊の両者の関係を示して見 純粋性を示すものである。さて第9表に就てV価を
ょう(第 10図〉。 見れば，赤色フィルター群に於ては総ての場所に極
即ち第 10図は各フィルタ{使用時のワッセルマ めて優れていることが分る。即ち赤色フィルタ{に 
y透過度曲線で実際の光電比色計の読みを実線で、示 よって透光度を測定すればほぼ確実なワッセノLマユ/
し，之に対応した溶血と血球浮遊因子を透過度を以 判定の領域を決定出来る。
って現わしたものである。先ずここに溶血因子のみ 第 9表 ワッセノレマユ/反応判定各群間の
に就いて見れば，へそグロビンの最大吸収帯である 吸光度の愛異係数
560mμ~420mμ 即ち禄，青色フィルター領域で増
大し，反対に長波長の燈，赤フィルターに於いて極
度に獄少する。
一方血球浮遊因子のみを問題として見ると第 10
図上各フィルターに於て相似たものと見られるが，
特に血球浮遊の最高，最低濃度に於ける透光度の差
(第6表参照〉を注目すれば溶血因子と同様に短波
フィノレ
季節陰一一性一ヮ疑一ッ一閥セル性!ザ弱賜反佐応官の判EL 生定強院一
タ{
21.8 26.2 .13 9.21.赤色 (冬夏季 1.71. 17.2 20.35.6 
3.1 4.3 9.5 23.6 30.8全季樫色
10.9 9.2 12.8' 40.427.8全季緑色
9.1 9.2 12.2 25.7 37.9全季青色
9 
3 
第 10図 ワッセノレマシ透光度曲線
即ち余の資料よりワッ
燈色フィル !l- 経色フィ l~ ~- 青色プイ/し貞一 
100.1ヒニニ セルマン反応判定に就
て，その透過度が他の判
定と重複しない部分を最
z在 50 _1 確定部とし，叉重複して
過 も或る判定がその 90%25 _1
度 以上を占めると思われる
o 
30 
部分を確定部とし，叉そ
10 20 10 20 30 10 20 30 10 20 30 
血球浮遊 
・ の透過度から肉眼判定a I I 
100% 1∞% -50号も 。t a100% 50% o 100% 50% o 50% o 上，上下何れの判定に属
溶血度
するかを明瞭に決定出来 
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ない部分を移行部と名付ければ赤色フイノLターワッ
セノLマシ透過度とその判定の間には第 11図の如き
関係を認め得る。
第 11図透過度と肉眼判定 
100-
70・ 
60 -
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透 
40・
過 30・
度 20・ 
10・
全 1 1+ 
主 
+ 
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領令 
長正確定部盟国
確定自n>C留
意奇行部江田 
VII) 緒方定性反応に対する応用
余はワッセノLマン判定全溶液の透過度或は吸光度
測定法の研究に於て更に本法を緒方ワッセ71-マシ反
応に使用し所期以上の成績を収め得た。即ち緒方ワ
ツセルマン法に使用される緬羊赤血球浮遊液は 2%
であり， ワッセノLマン試験全溶液(抗原 0.25，抗体 
0.25，補体 0.25，感作血球 0.25) 1.00 ccに対し 0.5%
の血球浮遊である。叉推定血球浮遊数は 12，500/cc
であり，その吸光曲線は先のワッセルマシ吸光曲線
の如く二つの屈折せる直線ではなく， ワッセノLマシ
吸光直線より吸光係数の和、々大なる単一な直線とし
て示される。この事実は緒方法ワッセルマンに於け
る本判定法が旧ワッセルマンより優れていることを
意味する。尚余が 50数例の緒方ワッセルマユ/全溶
液の透過度とその定量値に認、めた相関性は第 12図
の如きであった。その詳細は更に症例を重ね次稿に
於て論ずる予定である。
第 12図定性緒方ワッセルマシ判定溶液の
透過度と定量値との関係 
1001 ・4 
VIII)者案
ワッセルマシ反応の判定は究局すれば，溶血系に
加えた緬羊赤血球の溶血度の判定と考えられるもの
であり， 1919年独乙国定法の定むる判定基準によれ 
工，t
判定 所見
強陽性 赤血球不溶解，上清液は無色
中等度陽性 血球は殆んど溶解せられず，.上清液
は多少紅色を呈す
弱陽性 血球の約半分溶解したもの，所謂 
Grosse Kuppe 
疑ア リ 血球は仏以上溶解したもの，所謂 
Kleine Kuppe 
陰 性血球完全に溶解し液は lackfarbig
のもの
であり， Kolle，Krausは赤血球 1/2溶解をtJ.、って
一応ワッセルマシ陽性の境界と見倣せるものであ
る。教室血清検査室に於ても，その所見を尊重して
日常判定を行って居るが，斯様な溶血度の判定には
可成りの熟練を要し，且つ検査実施者の視覚印象の
差によってその判定結果にも屡々隔たりを来すこと
が注目される。叉更に之を細別した知き判定様式例
えば米国で用いられる次に掲ぐるが如き判定基準の
如きは，果して斯様な溶血度に対する命名が完全に
その意義を全うし得るや否や甚だ疑問である。
昭和 25年厚生省衛生検査法指針(5)に示された判
階級に分けて本8の0?，，1'，1，2'，2，3'，3定法は 
試験管の溶血度を記録し，叉如何なる程度の溶血度
にいずれの記号を用いるかに就ては術者各人が所定
の溶血標準液列と比較会得するよう努力が望まれる
と述べられている。即ちその何の方法に例をとって
も判定の確実性に関しては判定者の熟練に待つより
外なく，叉その客観性に関してはたよる可き何等の
根拠がない。
米国の溶血判定基準
。= none haemolysis 。% 
ftr = faint trace haemolysis 25% 
tr = trace haemolysis 45% 
透過度
r o  A u  
d = distinct haemolysis 65% 
よ • .••.•.. m = marked haemolysis 80%
•.••. 
- - g  vm = very marked haemolysis 90% 
ac = almost complete haemolysis 96% 
jc = just complete haemolysis 98% 
。 = complete haemolysis 100%10 20 40~ ~ ~ 320 960 C 
緒方抗体価。 
第 5号 野原: ワッセルマン反応判定に対する分光化学的研究
円 可  
U
OOn
U
厚生省衛生検査基準による判定法 した事実で、ある。このことは赤色フィルターがワッ
吋 
溶血度(%)1記載法 1溶血度 (%)1記載法 
セノLマン判定溶液から血球浮遊の因子のみを選択的
A
に取り出して間接的に溶血度を捉え得たとなす可き
0 90 2' であろうか。余は本実験の成果から寧ろその意見に
リ 
20--40 
p
・噌
， ， 
95--96 2 
賛同出来なL、。何故ならばワッセルマン試験管内に
i50--70 98--99 3' 
i80 100 3 
即ち余の下した肉眼判定を実際の溶血度に就て見
れば第3，4表に示した如くその推定溶血度の平均は
噌 
平均溶血度(%)
陰 '1生 98.5--98.3% 
疑あ り 95.4 
弱陽性 90.5--88.2 
中等度陽性 75.4--70.2 
強陽性 13.6'""-' 9.7 
であり，余の判定基準を以ってすれば，特に中等度
陽性以下の判定総てが溶血度3/4以上の部分に属し，
独乙固定法の弱陽性或は疑ありの部分を厳に細分し
たものであることが判明する。即ち一般に ortho. 
doxの判定よりは陽性度は高く評価判定されるこ
とを意味してし、る。然し乍ら余の経験からするなら
ば余の採用したワッセルマシ反応の判定が，当検査
室で同時に実施している数種の血清反応(村団法，
緒方ワッセルマソ，緒方顕集法，カパヂオライピ
ン，カ{二/法，並びに各種定量法〉から得た綜合成
績と矛盾し合うことは極めて砂いことを以っても，
余の判定が厳に過ぎるとは云えない。寧ろ緒方ワッ 
セルマ Y或は爾余のカルヂオライピ y定性法が鋭敏
性を増している今日，旧ワッセパマシ法は一層その
判定基準を引挙ぐ可きものと考える。
さてワッセルマシ判定液の血球算定法は直接的な
溶血度の推定法であるが，その操作の煩雑性は当底
日用に供せらる可きものではない。叉先人の既に試
みたワッセルマジ判定液の上清液の比色法も簡便な
方法と云う訳には行かなし、。
之の点光電比色計によるワッセルマン判定液の比
色法は最も簡便な方法でその成績は充分に信頼に足
るものと考えられる。既述の如くワッセノLマシ判定
液の比色法は原理的に異る二つの分光化学的要因即
ち溶血，血球浮遊の因子なることを明らかにし，更
にその判定の妥当性から溶血因子の介入の殆んど皆
無とされる赤色フィルター使用の測定が最も優れた
ことを結論した。然し理論的に見て赤色フィノレター
を用うることはワッセルマシ判定の溶血度測定と云
う本来の目的には全く不適当であり寧ろ極めて矛盾
。。
配分された緬羊赤血球数は細心の注意に拘わらず既
述の如く極めて大なる分布域を有するから，如何に
正確に判定液内の赤血球数が算定されたとしても到
底正確なる溶血度推定は困難である。従ってワッセ
ノレマシ判定と赤色フィルタ{吸光度が斯様に良く対
応することは先ず考え得られない事とすべきであ
る。
溶血系に加えた赤血球浮遊液の溶血度の測定がワ
ッセルマシ反応の判定の基準と見られるが，一面叉
ワッセルマ y反応の本態からすればそれは溶血阻止
の現象であるとも規定出来る。 
Kolmer(2)等は溶血阻止の程度に於L、てワッセル
マン判定はなさる可きであるとしている。即ち彼の
記載によれば次の如くである。
溶血阻止の% 判定成績 判定記号 
100 強強陽性 十時 4 
50 強陽性 1+十 3 
2 +十 性陽25
10 弱陽性 + 1 
5 疑陽性 + 
0 陰 』性
更に彼はワッセノレマン判定溶液を次の様にして得
た基準液と比色法を試みている。先ず2%血球浮遊
液を更に 1/6に薄めて基準血球浮遊液とする(1)，ー
方蒸溜水 5に対し 2%血球浮遊液 1ccを加え溶血
せしめたものを溶血液基準液 (2)とし更に次の規定
で之を混和する。
溶血阻止の程度 100%，50%， 25%，10%，0% 
基準血球浮遊液 3 CC，1. CC，0.75， 0. 0 3: 5 
基準溶血液 o 1.5 2.25 2.7 3 
上記の如くにして得た規定溶液を以ってワッセル
マン判定溶液と比色を行うものである。
即ち余の赤色フィノレター検定法は尚 Kolmerの
云う如き溶血阻止度の判定法と理念的に一致するも
のである。ただ Kolmer等の比色法は飽く迄規定
溶液との比色であり，用時規定液の調整等実際的手
技並びに臨床検査として意義は極めて異るものであ
ろう。
最後に余は特に抗体減量法下に於ける溶血度，並
びにその吸光度の~化を追求した。先ずその溶血度
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の推移に就いて見れば抗体減量に応じ溶血度は直線 の高い直線型配列をなすことを明示した。換言すれ
的に増加するものでなく， S字型の曲線として各稀 ばこの事実はワッセルマシ判定液の吸光度測定が特
釈系列に対しその溶血度増加の速度は極めて異るこ にその客観性，正確度に於いて赤血球算定法に比し
と，並びにその最も急峻な溶血度の勾配部より屈曲 て数段と優れたものと云うことが出来る。
部にかけて定性中等度陽性以下の部分が存在してい 尚本法は旧ワッセルマン反応のみならず，カルヂ
ることを知った。一方之に対してワツセルマン判定 オライピン緒方法にも同様に行い得，且つそのE確
液の吸光度は各稀釈系列に対し二つの曲折した直線 度は日ワッセルマン反応より一段と優れたものであ
として示され，且つ特に溶血度によっては極めて錯 ることが期待される。
綜した判定部分が，吸光度を以ってすれば吸光係数 
IX)結論
余は千葉大学皮泌科血清検査室で最近実施したプラウニング，ワッセルマン 2，591件に対し
光電比色計による判定を試み，特に補体結合反応に於ける溶血，並びに肉眼的判定に対する本
法の意義を考案したO 
1) ワッセルマン全判定液の光電比色計を用いる判定法は赤色フィルグ{の使用が最も優
れ，肉眼的判定の合致率は約87μ であるO 之に対し短波長はフィルター使用時は僅に 50%内
外の合致を示したに過ぎない。 
2) ワッセルマン全判定液の吸光度はその残留赤血球数に対し明らかな相関性を実証し得
るO 即ち両者の関係をワッセルマン反応の吸光度曲線(直線)と名付ければ，赤色フィルグ{
使用時にはワッセルマン反応の吸光直線は吸光係数の異る二つの屈折せる直線を以って示され
得るO 即ちワッセルマン全溶液の吸光度測定法は分光化学的に云っても可成りの正確度を期待
され得るO 
3) 本法は他の補体結合反応にも同様に実施することが出来る。特に緒方法に関しては感作
血球量が比較的砂い点より更に正確度を充め得る。尚定性緒方ワッセルマン判定液の吸光度は
緒方定量法による定量抗体価を充分反映したものと見倣すことが出来る。 
4) 本判定法は補体結合反応の溶血度よりは寧ろ溶血阻止度の測定に準ずるものであり，実
施上ワッセルマン試験管に加えられるべき緬羊赤血球の濃度に余り拘泥する必要はない，寧ろ
毎回新鮮緬羊赤血球浮遊液の新調が大切であるO
摺筆するに当り恩師竹内教授の御指導御校閲を深謝致します。
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